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Propionibacteriumacnes感作肺肉芽鹿
モルモットの特異抗体の測定
中田安成 森 由弘1) 江尻東伍2) 片岡幹男3) 平松順- 3)
要 約
P.acnesを皮内前感作した後,P.acnes菌体壁成分をimcompleteFreund'sadjuvantと共に気管内
に投与して作製した実験的肺肉芽腫症モルモットにおける抗P.acnes抗体について検討した｡気管支肺
胞洗浄液中抗P.acnes抗体価は気管内投与後1週目にピークを示し2週日までは上昇が認められ,4週
日では気管内投与前の値に復した｡この経過は肺胞内リンパ球数の変動と軌を一にしており,抗体価と
リンパ球数の間には正の強い相関が認められた｡血清中の抗P.acnes抗体価は1週目に低下が認めら
れ,2週以後に徐々に回復して4週以後は元に戻った｡P.acnesの気管内投与により血清中の抗体は肺
-と移行し,リンパ球浸潤による胞隔炎,更には類上皮細胞肉芽腫の形成にP.acnesの関与を示すもの
であった｡
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は じ め に
サルコイドー シス (サ症)は全身臓器に類上皮
細胞肉芽月重を来す疾患であるがその原因は今日に
至るまで明らかにされていない｡しかしサ症病変
か らは高頻度,高濃度 にPropionibacterium
acnes(P.acnes)が分離培養され1),更にPCR法
によってもP.acnesのDNAが高頻度に検出さ
れている2)｡更に著者らはサ症肺胞内T-celはP.
acnesの刺激により,特異的にinterleukin-2(IL-
2)産生を元進すると共に,同じくIL-2receptor
(IL-2R)の発現をも克進し,増殖することを認め
た3)4)｡一方,サ症肺病巣内における抗P.acnes抗
体産生の克進も認められ5),病態形成に液性抗体
の関与も示唆された｡そこでモルモットにP.
acnesを経気道的に感作して作製された実験的肺
肉芽腫症において,P.acnes抗体の動態を検討し
たo
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方 法
1)実験的肺肉芽腫モルモットの作製 :体重約
400gのHartley系,雌モルモットを用い,無処置
モルモットをⅠ群とし,2.0 mg/mlのP.acnes
(Merieux社,IM1585株)浮遊液とincomplete
Freund'sadjuvant(IFA)の等量混合液0.2mlを
週 1回,合計3回の皮内注射を行った後,ⅠⅠ群と
ⅠⅠ群に分けた｡即ちⅠⅠ群は生理食塩水0.2mlを,ⅠⅠ
帯 はP.acnesの菌体 壁成分 であ るpyridine
extractresidue(P.acnesPER)(Strain4182,
RIBIImmunoChemRe-searchINC)浮遊液1.0
mg/mlとIFA等量混合液0.2mlを気管内に3日
間連続注入した｡ Ⅰ群とⅠⅠ群は気管内注入より2
週後に,m群は気管内注入当日(0週),1週,2
過,4週,6週後にネンブタール麻酔にて解剖し
肺を取り出し,ポリエチレンチューブを主気管支
に挿入し,1回に7-8ml,合計50mlの生理食塩水
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にて肺胞洗浄を行った｡気管支肺胞洗浄液は遠沈
にて上清を採取し,抗P.acnes抗体価の測定を行
い,有核細胞は塗抹標本を作製L細胞分類を行っ
た｡反対側肺の組織標本を作製して病理学的検討
に供した｡又心臓穿刺にて採血を行い,血清を分
離し抗体価の測定を行った｡
2)抗P.acnes抗体価の測定 :測定はwhole
bacterialcelELISA法を用いた｡マイクロタイ
タープレー ト(Coaster社)にpoly-L･lysineを一
夜被覆 し,P.acnes菌体浮遊液を添加 し2,000
rpm,1時間遠沈にて菌体 を固着 し,0.05%
Tween20加PBSで洗浄した｡更に3%牛血清ア
ルブミンを1時間反応させ PBSにて洗浄した｡
希釈した検体を加え,室温にて2時間反応後,ペ
ルオキシダーゼ標識ウサギ抗モルモットIgG抗
体を加え2時間反応させた｡洗浄した後,基質液
(0-phenylenediamine 0.4mg/mlとH202液0.2
〟1/mlを含むクエン酸一 リン酸緩衝液､pH5.0)
100Jlを加え,室温30分間反応後,EIA Reader
(BIO-RAD社)にて492nmの吸光度を測定した｡
抗体活性はOpticaldensity(0.D.)をもって抗体
価とした｡
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結 果
1) Checker-boardtitration:抗原としたP.
acnes菌体量と二次抗体濃度は10,000倍と20,000
倍によるchecker-boardtitrationを行ったとこ
ろ,濃度依存性が認められた (図1)ので,以後
の測定はP.acnes菌体量を0.25/Jg/mlとし,二次
抗体は10,000倍希釈にて行った｡
2)検体の希釈による影響 :気管支肺胞洗浄液
を250倍から8,000倍まで希釈して抗体価を測定し
た(図2)0ⅢⅠ群では250倍から2,000倍まではほぼ
直線的に低下することが明らかになったので,以
後は気管支肺胞洗浄液中の抗体価の測定は500倍
希釈にて測定を行った｡ⅠⅠ群では500倍希釈まで抗
体価の測定可能であったが, Ⅰ群では全ての濃度
で測定限界以下で測定は出来なかった｡血清中の
抗体価についても同様に希釈条件の検討を行い,
80万倍希釈を最適条件と設定した｡
3)気管支肺胞洗浄液及び血清中抗体価と有核
細胞の経時的変動 (図3):
Ⅲ群の気管内感作後の気管支肺胞洗浄液中抗体
価,給細胞数, リンパ球数の経過を検討した｡各
群 4匹のモルモットで実験を開始したが,0週群
16 4 1 0.25 0.06 0.02 0.004.
P.acnes量 (LLg/mt)
図1 気管支肺胞洗浄･液中抗P.ac1eS抗体価 :P,acrleS
抗原量と二次抗体濃度による変動
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実験的肺肉芽腫症おける抗P.acnes抗体
1 10
希 釈 倍 数 (xlOO)
100
図2 気管支肺胞洗浄液中抗P.acnes抗体価 :気管支肺
胞洗浄液の希釈による変動
と2週群に各々1匹が途中死亡した｡稔細胞数は
1週から増加して2週で平均15.7×106と最高値
を示し,以後徐々に減少し4週以降は0週と同じ
値まで低下した｡リンパ球数も捻細胞数と全 く同
様な変動を示し,2週で平均3.8×106と最高値を
示した後は減少し,4週以降は元に戻った｡
気管支肺胞洗浄液中の抗体価は0週に0.329±
0.042(平均値±標準偏差値),1週0.505±0.183,2
過で0.496±0.090とピークを示し,4週で0.383
±0.090,6週で0.271±0.51と次第に低下した｡
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血清中の抗体価は0週1.083±0.128,1週0.603±
0.139,2週0.851±0.091,4週0.987±0.411,6
週0.786±0.219と1週目に有意に低下が認められ
たが,4週以後は元の値に戻っている｡
4)気管支肺胞洗浄液中抗体価と有核細胞数の
相関 :
これら18匹のⅠⅠ群の気管支肺胞洗浄液中の給細
胞数と抗体価の間には相関係数0.636(危険率<0.
01)と有意な正の相関が見られた (図4)｡更に気
管支肺胞洗浄液中リンパ球数と抗体価の間にも相
関係数0.784(危険率<0.001)と良好な正の相関
が認められた (図5)0
5)肺病理所見 :
写真 1はⅢⅠ群のP.acnes気管内注入 2週後に
認められた肺肉芽腫像である｡胞隔炎を伴い巨細
胞を有する類上皮細胞から成る類上皮細胞肉芽腫
が認められた｡しかしⅠ群,ⅠⅠ群では異常所見は
認められなかった｡
考 察
サルコイ ドー シスの病態の研究はCrystal,良.
G.ら6)の気管支肺胞洗浄液所見より肺病巣でのT
-celの活性化の研究以来,主にリンパ球を中心と
した細胞性免疫異常に向けられてきた｡本症にお
0週 1週 2週 4週
気管内注入後経過
図3 気管支肺胞洗浄液および血清中抗P.acnes抗体価の経時的変動
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｢=0.636
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総 細 胞 数 (xlO7)
図4 気管支肺胞洗浄液中の杭Pacnes抗体価と総細胞
数との相関
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? ??
? ? ? ? ?
??? ? ?
r=0.784
0 1 2 3
リン/l球数 (x107)
図 5 気管支肺胞洗浄液中の抗P.acnes抗体価 とリンパ
球数との相関
写真 1 Il群 (P.acnes気管内感作群)
ける液性免疫異常についてはpolyclonalな抗体
産生の冗進は認められるものの,特異的異常所見
はないとされている｡しかし著者らはサ症肺病巣
における抗 P.acnes抗体,特にIgA抗体の産生元
進を認めた5)｡一方,江石7)はサ症 リンパ節内に
IgA,IgM を結合した頼粒状物質をリンパ洞内マ
クロファージの胞体内に多数認め,本物質はマク
ロファージによる不溶性免疫複合体の食食像とし
て捕らえている｡これら合食物質の一部はマイコ
バクテリアのLform としての可能性が指摘され
の肺に見られた類上皮細胞肉芽腫保
ているHamaZaki-Wesenberg小体に一致するこ
とから,抗原である細菌と免疫グロ7サリンの結合
した免疫複合体が,ライソゾーム内で消化 ･吸収
されている可能性が示唆されている｡
Ito,Y.8)はモルモットにP.acnes生食浮遊を経
気道的に吸入させ,肺門リンパ節腫大を伴 う肺肉
芽腫形成 を報告 しているが,その組織所見は
sinusandfolicularhyperplasiaであり,ヒトに
みられるサルコイ ド肉芽腫 とは異なっていた｡小
林9)はモルモットにPropionibacteriumaviumを
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皮内感作した後,muramyldepeptide (MDP)
をW/oemulsionにて経気道的に授与し,肺及び
肺門リンパ節の肉芽腫形成に成功している｡しか
しリンパ節に認められた肉芽腫はよく分化したも
のであったが,肺における肉芽腫は境界不明瞭で
細胞成分も乏しく,類上皮細胞の分化も十分とは
言えなかった｡江尻10)は更に改良して,P.acnesに
て皮内感作 した後,P_acnes及び P.acnes-PER
をW/Oにて経気道的に投与して,リンパ球浸潤に
よる胞隔炎を伴い,巨細胞を有する類上皮細胞肉
芽腫の作製に成功した｡今回は江尻の方法により
作製した肺肉芽腫症モルモットにおける肺病巣に
おける抗 P.acnes抗体の変動を検討した｡
本実験のⅠIl群,即ち肺肉芽腫症モルモットにお
いてはP.acnes気管内注入後に胞隔炎像 と類上
皮細胞の集族を来たし,2週後には巨細胞を有す
る類上皮細胞肉芽腫像が認められた｡しかし4週
では胞隔炎,肉芽腫は共に減少し,6週後にほと
んど消過し,従来の報告9)10)と同様の結果が得られ
た｡この経過中の気管支肺胞洗浄液中絶細胞数は
1週目から増加し2週目で最も高値となり,4,
6週では元に復した｡リンパ球数も総細胞数の変
動と全 く同一の経過を示した｡即ち肺胞内有核細
脂,特にリンパ球数の変動は類上皮細胞肉芽腫の
出現,消過と軌を一にしたO抗 P.acnes抗体は気
管支肺胞洗浄液中では1週から2週にかけて最高
値を示し,4週以後には元に復した｡抗体価はリ
ンパ球の増加より1週間早 く増加し,以後はリン
パ球数の変動と同一の経過を示た｡更に肺内の抗
体価の上昇はリンパ球数増加と強く相関しており,
リンパ球性胞隔炎の程度を良く反映している｡そ
して,抗 P.acnes抗体のリンパ球性胞隔炎を含む
肉芽腫の病態への関与を示すものである｡血清中
の抗体価は1週目に減少を示し2週以後に徐々に
回復を示し,これは肺内に吸入された菌体に対し
て,抗体の血清中からの肺-の移行を示すもので
あり,気管内感作による,ごく初期の変化を示し
ている｡血中より移行した抗体は菌体に結合 し,
マクロファージに貧食され,貧食マクロファージ
はinterleukin1(IL-1),tumornecosisfactor
(TNF)産生･分泌を行い,これらサイトカイン
はリンパ球の集族,増殖を招来して胞隔炎の形成
するであろう｡更にはマクロファージによる貧食･
消化の過程で,菌体抗原に対する拒絶反応が肉芽
腫を形成していくのではないかと考えられた11)0
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Antibody to Propionibacterium acnes (P.acnes)
with pulmonary granulomatosis
. . .
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Abstract
In guinia pig models of P.ances induced pulmonary granulomatosis, anti-P.acnes antibody activity
in bronchoalveolar lavage fluid peaked at 1 week after the endotracheally injection and decreased
progressively, attaining control animal value by 4 weeks. The change of lymphocyte counts
paralleled the change of anti-P.acnes antibody activity levels in bronchoalveolar fluids. Further-
more, the degree of granuloma formation in the lung paralleled the rise of anti-P.acnes antibody
activity level. This data suggests that the anti-P.acnes antibody playa central role in the induction
of lymphocyte alveolitis in experimental pulmonary granulomatosis.
Key words : sarcoidosis, propionibacteium acnes, pulmonary granulomatosis,
experimental model, bronchoalveolar lavage
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